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“As espécies que sobreviverdo ao tempo,
nao sdo as mais inteligentes nem as mais fortes,
mas aquelas com maior capacidade de
adaptacdo ao meio”.

Charles Darwin
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 INFECCAO DO TRATO URINARIO

A Infeccdo do Trato Urinario (ITU) é uma das infecgbes bacterianas mais comuns
afetando 20% das mulheres na idade adulta por ano (1). E acompanhada de importante
morbidade associada a significativos custos para o paciente e para a sociedade (2). Ocorre em
todas as faixas etarias, da neonatologia a geriatria, mas € particularmente importante, por sua
alta prevaléncia, nas mulheres jovens e sexualmente ativas. E a maior causa de sepsis em
pacientes hospitalizados (3-6).

A recorréncia da infeccdo urinaria é um fendbmeno comum, sendo que aproximadamente
40-50% das mulheres que apresentaram um episddio de infeccdo urinaria terdo um ou mais
novos episodios durante a vida (7-9).

A causa mais comum de ITU séo bactérias gram-negativas que pertencem a familia das
Enterobacteriaceae. Os membros dessa familia incluem Escherichia coli, Klebsiella
Pneumomiae, Enterobacter cloacae e Proteus mirabilis. A Escherichia coli é o agente
bacteriano mais freqientemente envolvido nestas infeccdes sendo responsavel por até 80%
dos casos de ITU ambulatoriais e 50% dos casos hospitalizados (10,11). As bactérias gram-
positivas, como Staphylococcus saprophyticus também apresentam um papel significativo
como agente etioldgico no panorama bacteriano destas infeccdes, especialmente nas mulheres
jovens.

O trato urinario é normalmente um meio estéril. A fonte das bactérias uropatogénicas é
freqlientemente da microbiota fecal que colonizam as regides: perineal, vaginal e periuretral.
Por via ascendente, essas bactérias podem colonizar também o trato urinério especialmente
nas mulheres que apresentam uma uretra mais curta e, portanto, com maior proximidade com
anus, vestibulo vaginal e uretra (11,12).

O tratamento de pacientes com infeccdo do trato urinario pode ser feito com uma grande
variedade de antibidticos ou quimioterapicos sendo dado preferéncia para aqueles com
eliminacdo renal. Os farmacos e o tempo de administracdo sdo muito variaveis e dependem de
muitos fatores como: custo, farmacocinética, padrdo de resisténcia, condicdo clinica e
imunidade do hospedeiro. E importante lembrar que existem situacdes onde o resultado da
urocultura apresenta o agente etiolégico como resistente ao antibidtico prescrito e mesmo
assim o paciente responde a terapia. Uma das razbes pode ser a alta concentracdo do
antibidtico na urina que é superior aquela encontrada no sangue (5).
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Uma preocupacdo antiga e cada vez mais significativa € em relagdo ao aumento
crescente da resisténcia bacteriana aos antibioticos comumente prescritos para pacientes com
infeccdo urinaria. Brown et al. (13) demonstraram, num estudo em mulheres com cistite ndo
complicada, que a prevaléncia de resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprim (SMT) variou de
8,1% em 1992 para 15,8% em 1999. Gupta et al. (14), em Seattle, demonstraram esta variacdo
de 9% em 1992 para 18% em 1996. Um estudo multicéntrico, multinacional em 17 paises da
Europa e Canada, observou taxas que variaram de 8,7% na Holanda a 35% em Portugal e
Espanha. Isto talvez se deva a diferentes condutas na prescricdo de antibidticos (15,16). As
recomendacfes da Sociedade Americana de Doencas Infecciosas (IDSA) para ITU nao
complicada propdem que o uso da SMT deva ser abandonado nas comunidades onde a
prevaléncia de resisténcia for maior que 20%, devendo-se, entdo, dar preferéncia ao uso de
fluoroquinolonas (16,17).

Devido a continua evolucdo da resisténcia da Escherichia coli aos antibioticos, existe a
necessidade de monitorizarao epidemiolégica da resisténcia desta bactéria nos mais diferentes
locais para otimizar a conduta na terapia antibidtica empirica.

1.2 PATOGENESE

A interacdo entre bacteria infectante e caracteristicas do epitélio do trato urinéario é a
base da patogénese desta doenca. Diversos fatores relacionados a bactérias sdo fatores
predisponentes para o desenvolvimento e recorréncia da ITU, incluindo a colonizacdo
bacteriana periuretral e viruléncia da E. coli. Fatores de risco relacionados ao comportamento
do hospedeiro incluem disfuncéo do esvaziamento vesical, frequéncia de relagdes sexuais, uso
de anticoncepcional oral e uso de espermicida. H& também a possibilidade de uma
predisposicdo genética familiar para ITU entre mulheres jovens. A colonizacdo do intréito
vaginal com E. coli parece ser o passo inicial na patogénese da ITU. As bactérias originam-se
da flora fecal e entram na bexiga pela uretra passando por uma fase de colonizacdo periuretral
e uretral distal (18).

Vérios fatores bioldgicos, genéticos e comportamentais do hospedeiro parecem
predispor mulheres jovens para a ITU ndo complicada. Mulheres com ITU recorrente tém
uma aumentada suscetibilidade para a colonizagdo vaginal com uropatdgenos e a colonizagao
com bacilos gram-negativos comparada com mulheres sem histdria de ITU recorrente (19).
Esta diferenga entre mulheres com e sem ITU recorrente parece resultar de uma maior
propensdo para os coliformes uropatdégenos aderir as células uroepiteliais da mulher com
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infeccdo recorrente. A causa subjacente desta diferenca ndo foi determinada, embora, em
alguns casos, isto possa ser geneticamente determinado.

Foi demonstrado recentemente que as cepas de E. coli NU14 e UTI89 formavam
biofilmes intracelulares dentro do citoplasma das “umbrella cells”, criando uma saliéncia na
superficie da bexiga dando a aparéncia de bolsa. A bactéria dentro da bolsa foi descoberta em
uma matriz rica em polissacarideos e exibiu o pili tipo 1 regional. Esta demonstracdo foi
realizada em cepas injetadas em camundongos C3H/HeN e C3H/HeJ (20). A E.coli
uropatogénica (UPEC) é capaz de formar complexos intracelulares de comunidades
bacterianas ou “complex intracelular bacterial communities” (IBC) dentro das células
superficiais (umbrella cells) da bexiga. Demonstrou-se através de videomicroscopia com
epifluorescéncia em camundongos infectados que as IBCs formadas pela UPEC progrediam
através de 4 distintos estagios de desenvolvimento diferenciados com respeito a taxa de
crescimento, comprimento bacteriano, organizagdo das colonias, motilidade e sua eventual
dispersdo. Na primeira fase a bactéria no IBC ndo era movel, tinha formato de bastdo e
cresceu rapidamente em col6nias livres organizadas no citoplasma das “umbrellas cells” da
bexiga. Na segunda fase, as colbnias de bactérias no IBC maturavam em crescimento mais
lento, com comunidades organizadas formando biofilmes, consistindo de bactérias em cocos,
que finalmente preenchiam a maior parte do citoplasma. Na terceira fase, a bactéria em estado
de biofilme no IBC, era transformada em um fenétipo em forma de bastdo maével, permitindo
o0 desligamento da comunidade e eventual saida da célula do hospedeiro. Na quarta fase a
bactéria filamenta-se. Esta filamentagcdo parece ser em resposta a um mecanismo de defesa
inato mediado por uma “toll like receptor” (TLR4). A bactéria que saiu das células
superficiais (umbrella cells) foi capaz de reentrar na cascata de desenvolvimento do IBC, mas
com movimentos mais lentos formando um reservatorio quiescente. O crescimento
intracelular e a filamentacdo forneceram uma vantagem para a bactéria, ou seja, livrar-se da
infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares (20). Deste modo, o desenvolvimento e a
maturacao da cascata de eventos do IBC tém um importante papel na habilidade de maximizar
0 numero de infeccOes e sobreviver a resposta imune do hospedeiro (20).

1.2.1 Fatores bacterianos

A E. coli uropatogénica tem diversos fatores de viruléncia que aumentam sua habilidade
de colonizar o trato urogenital (21). A ligacdo a superficie urotelial € um dos fatores que
previnem o washout pela miccéo e inicia a invasdo bacteriana. Esta fixacdo é mediada pela
adesdo FimH localizada no topo da fimbria tipo 1 bacteriana, um aparato filamentoso de
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ligacdo (21). Cepas tipo 1 fimbriadas e P fimbriadas de E. coli estdo associadas com cistite e
pielonefrite respectivamente. Existem evidéncias clinicas e experimentais para o papel
patogénico das fimbrias tipo 1 e fimbrias P de cepas de E. coli tanto na persistente
colonizacdo vesical como no recrutamento da resposta inflamatdria (22,23).

Recentemente, Anderson e colegas (24) mostraram que a bactéria intracelular
amadurece em biofilmes, criando “Pod-like bulges” ou edema em forma de bolsa na
superficie vesical. Esta organizacdo bacteriana pode explicar a persisténcia das infeccdes
vesicais apesar da robusta defesas do hospedeiro. Os achados de Elliot et al. (25,21) sugerem
gue podem existir reservatorios bacterianos na bexiga; usando biopsia, estas bactérias foram
identificadas em 14 de 16 pacientes com historia de ITU recorrente, mas com urina estéril.

1.2.2 Fatores de risco no adulto jovem para ITU recorrente

A flora genital, circundando o orificio uretral, tem uma forte resisténcia a infec¢do por
uropatégenos. Na mulher normal, que nunca apresentou ITU, a principal flora no introito
vaginal e uretral consiste de lactobacilos e estafilococos (21). O uso prévio de antibidticos
pode alterar essa microflora vaginal normal, facilitando a colonizagdo vaginal pela E. coli
(21).

Um dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento de ITU é o niUmero
de relacbes sexuais. Mais de quatro relacGes sexuais durante um més foram associadas com
maior nimero de ITU (21). O uso de espermaticidas e anticoncepcionais orais durante o ano
precedente foi mais comum em pacientes com ITU recorrente (26). Tanto a relacdo sexual
como o uso de espermicidas aumentam a colonizacdo periuretral pela E. coli e esta
colonizacdo € mais tipica e por periodos mais prolongados em mulheres com ITU recorrente
(21).

1.2.3 Fatores de risco genéticos

Hopkins e colegas (27) descreveram incidéncia aumentada de ITU entre as mulheres da
mesma familia com ITU recorrente e sugeriram uma predisposi¢cdo genética para a doenca
(27,28). Em um estudo caso-controle com mais de 450 mulheres com ITU recorrente, 47%
tiveram uma historia maternal de ITU e 22% tiveram um primeiro episédio de ITU antes dos
15 anos de idade; estas variaveis foram associadas com um aumento no risco para ITU
recorrente e foram mais fortemente associadas com I1TU ap0s relacdo sexual (29). A historia
materna de ITU e a historia de primeira infec¢do na infancia sugerem que fatores hereditarios
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possam ser importantes em mulheres com infecgéo recorrente, especialmente nas que tiveram
infeccdo antes da primeira relagdo sexual ou exposicao a espermaticidas.

Evidéncias adicionais com referéncia a predisposi¢cdo genética para ITU recorrente vém
de estudos de grupos sanguineos ABH. Mulheres com ITU sdo mais provaveis ser nao-
secretoras de antigenos do grupo sanguineo ABH que aquelas sem ITU recorrente (30). O
gene secretor codifica para uma das muitas glicosiltransferases, que determinam a
composicao de carbohidratos das glicoproteinas e glicosesfingolipidios, alguns dos quais sdo
também um sitio de ligacdo para a E. coli uropatogénica (31). O epitélio vaginal das nao-
secretoras expressa dois glicoesfingolipidios que se ligam a E. coli uropatogénica mais
avidamente que outros esfingolipidios. O fendtipo ndo-secretor seria entdo super-representado
entre meninas e mulheres com ITU recorrente.

O receptor da interleucina-8, CXCRL1, é outro fator com variabilidade genética que pode
predispor ao desenvolvimento de ITU. A interleucina-8 é uma citocina inflamatéria que
promove a migracdo de neutréfilos através das células uroepiteliais infectadas. Uma anélise
da expressdo da interleucina-8 nos neutrofilos de criancas com histéria de pielonefrite
recorrente mostrou uma alteragdo de CXCR1 que pode explicar sua susceptibilidade a
pielonefrite recorrente (32).

Hopkins e colegas (33) demonstraram que fendtipos HLA especificos estavam
associados com uma melhor resposta a uma vacina, contendo multiplos antigenos bacterianos,
para controle da ITU. Mulheres que receberam a vacina e tinham outros fenotipos HLA-DR,
que ndo fosse o DR2, apresentaram um maior intervalo entre infeccdo e reinfecgédo
comparados com mulheres que receberam placebo.

A imunidade inata envolve o “toll-like receptor” (TLR), pertencente a uma familia de
receptores no reconhecimento microbiano. Este reconhecimento se da através de antigenos
especificos bacterianos comuns como lipopolissacaridios que € um ligante especifico para
TLRA4. Estudos recentes identificaram polimorfismos genéticos da molécula TLR4. Estas
variacdes estruturais geneticamente modificadas poderiam afetar a resposta imune inata a E.
coli uropatogénica, aumentando ou diminuindo a afinidade do TLR4 aos lipossacarideos
(21,33). VariagBes na producdo do fator de necrose tumoral também sdo atribuiveis ao
polimorfismo em seu promotor e é possivel que diferencas na quantidade de fator de necrose
tumoral sintetizada em resposta a ITU possa afetar a resisténcia do hospedeiro a infeccao (34).

Mulheres com ITU recorrente mostraram ter baixos niveis de IgA secretora urinaria (um
importante componente da imunidade da mucosa) comparado com outros anticorpos (35).
Entretanto a contribuicdo da IgA secretora para protecdo local contra ITU ndo é a chave, visto
que uma completa insuficiéncia do sistema IgA secretor ndo leva a um aumento das taxas de
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ITU. Além disso, nenhuma associacdo de ITU recorrente com distarbios de excrecdo de IgA
secretor foi encontrada (35).

Bates e colegas (36) demonstraram a capacidade da proteina de Tamm-Horsfall (THP)
urinaria e receptores uroteliais celulares de competir eficientemente na aderéncia E. coli tipo
fimbriada. Esta propriedade reforca a no¢do que abundante excrecdo de THP na urina ocorre
no hospedeiro para obter uma eficiente defesa contra ITU causada por bactérias
uropatogénicas.

Portanto a patogénese da ITU recorrente é complexa e constituida dos trés componentes
classicos de qualguer tipo de infeccdo: hospedeiro, patdgeno e meio ambiente.

1.3 FATORES DE VIRULENCIA

O trato urinario é normalmente bem protegido contra invasdes microbianas por uma
variedade de mecanismos de defesa. As cepas bacterianas que causam ITU sintomatica em
hospedeiros sadios possuem diversas propriedades que a tornam capaz de sobrepor-se as
defesas locais do hospedeiro, entrar e multiplicar-se dentro do trato urinario (37). Numerosas
comparagdes sdo feitas em isolados clinicos de E. coli de pacientes com cistite, pielonefrite,
prostatite, bacteremia, meningite, entre outros, versus isolados fecais de hospedeiros sadios.
Estas analises mostram que os isolados de E. coli que derivam do grupo filogenético B2 e D,
expressam uma variacdo restrita de antigenos O, K e H e possuem genes codificando uma
ordem diversa de propriedades especializadas que contribuem para a viruléncia, chamadas
fatores de viruléncia. Estes fatores de viruléncia incluem as adesinas, os siderdforos, as
toxinas, os polisacarideos, as invasinas e as proteases que tornam a bactéria capaz de ligar-se
e lesar células e tecidos do hospedeiro fora do trato intestinal, evitando ou subvertendo os
mecanismos de defesa nestes sitios e incitando uma resposta inflamatéria no hospedeiro
causando a doenca extra-intestinal (37).

A adesdo bacteriana na mucosa ou células uroteliais € o fenbmeno determinante da
viruléncia bacteriana (38-40). Os fatores fisico-quimicos responsaveis pela adesdo bacteriana
no trato urinario sdo complexos (41). A enterobactéria uropatogénica é eletronegativa e é
muito pequena para sobrepor-se a repulsao pela rede de carga negativa das células epiteliais.
Assim, a ligacdo bacteriana ndo ocorre a menos que fimbrias bacterianas ou outra superficie
do sistema de adesdo estejam presentes. Estes sistemas sdo menos repelidos pelos microvilos
nas células epiteliais que pelo corpo bacteriano. Além disso, estes sistemas sdo hidrofobicos
como as membranas celulares e a hidrofobicidade favorece a adesdo. Uma vez proximos a
membrana celular uroepitelial, as fimbrias e a membrana bacteriana submetem-se a uma
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ligacdo irreversivel por interacdo entre adesinas (o ligante) e componentes da célula epitelial,
0 receptor (42). Estes fatores incluem diversas propriedades de um pequeno grupo de
sorotipos O incluindo O1, 02, 04, 06, O7, 016, O18 e O75. Eles estdo presentes em
aproximadamente 28% dos isolados da flora fecal normal e sdo responsaveis por 80% dos
casos de pielonefrites, 60% dos casos de cistite e 30% de bacteriuria assintomatica (43).

1.3.1 Adesinas nas fimbrias bacterianas

Uma vez dentro do trato urinario, a aderéncia ao uroepitélio permite a bactéria de
resistir & agdo mecénica de esvaziamento da bexiga através da miccdo. Existem diversos
outros fatores que afetam a uropatogenicidade da E. coli; o de maior importancia é a presenca
de adesinas na fimbria bacteriana (também chamada pili) e sobre a superficie bacteriana (42).
A maioria das adesinas € de lectinas que reconhecem conformacdes do sitio de ligacéo,
fornecidos por seqliéncias de oligosacarideos, presentes na superficie das células epiteliais. Os
trés maiores sistemas de aderéncia foram identificados em cepas de E. coli associados com
ITU: PAP, AFA e SFA que séo reconhecidos por métodos genéticos e moleculares no DNA
cromossomal da bactéria, permitindo, assim, uma estimativa da frequéncia destas adesinas na
ITU (44). A adesina PAP, por exemplo, esta presente na fimbria P (42). O termo fimbria P
deriva do fato que a adesina PAP reconhece o digalactosideo P, determinante do grupo
sanguineo, nos eritrocitos humanos e células uroteliais, levando a um aumento da adesao.

A ligacdo da fimbria P aos determinantes do grupo sanguineo tem importantes
implicacdes para a suscetibilidade do hospedeiro a infecgdo. Mulheres que sdo nao secretoras
de antigenos do grupo sanguineo (nonsecretors of histo-blood group antigens) mostram
aumento in vitro da ligacdo da E. coli as células uroteliais e apresentam maior probabilidade
de ter ITU recorrente (42). As ndo-secretoras podem apresentar um processo anormal de
receptores de glicolipidio gal-globosideo, resultando na producdo de proteinas que se ligam
com mais avidez a E. coli (42).

A frequéncia de operons PAP, SFA e AFA é aproximadamente 75, 25 e 10% na
pielonefrite, 45, 20 e 12% na cistite e 24, 27 e 0% na bacteridria assintomatica (44). Detectou-
se pelo menos um sistema de adesina em 100% de mulheres jovens com pielonefrite priméria
e um trato urindrio normal (42). Estas observagdes sugerem que pacientes com ITU, que sdo
infectados com bactéria ndo-uropatogénica, isto €, sem fimbria P, deveriam ser submetidas a
uma investigacdo de uroimagem para detectar predisposicdo as anormalidades anatémicas
causando infecgdo como, por exemplo, disfuncdo neuromuscular da bexiga ou obstrucdo do
trigono vesical (45). A relevancia clinica desta sugestdo € limitada até o presente, porque 0s
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métodos genotipicos para deteccdo de adesinas sdo restritos a poucos laboratorios
especializados. No entanto existe a perspectiva de que estes procedimentos possam ser usados
rotineiramente.

Além das adesinas, as fimbrias apresentam outras propriedades também virulentas
como, por exemplo, a fimbria tipo 1 na E. Coli, o qual promove a persisténcia da infeccdo
pelo aumento da resposta inflamatdria (46). A fimbria Dr esta correlacionada com tropismo
renal e evita a eliminacdo da infeccdo. Este efeito € mediado pela ligacdo a tubulos renais,
membrana basal e capsula de Bowman. O papel das fimbrias tem importantes implicacdes
terapéuticas para prevencdo da ITU. Animais vacinados contra adesina FimH desenvolveram
anticorpos que inibiram a ligacdo da E. coli as células da bexiga in vitro e reduziram a
colonizagdo da mucosa da bexiga em mais de 99% dos experimentos (47). Este ultimo efeito
foi associado com anticorpos IgG antiFimH na urina. A imunizagdo passiva com soro destes
animais também preveniu a colonizagéo.

Outros fatores de viruléncia incluem presenca de flagelo, necessério para a motilidade e
a producéo de hemolisina, que induz a formacdo de poros na membrana celular e aerobactina,
um sideroforo necesséario para a aquisicdo de ferro no ambiente pobre em ferro do trato
urinario (42).

Os respectivos genes sdo localizados em grandes partes do DNA chamadas ilhas de
patogenicidade (“pathogenicity islands” - PAIs). As PAIls formam regifes do genoma das
UPECs que estdo fregiientemente associadas com genes RNA transportador-tRNA. O uso da
ordenacdo do DNA possibilita respostas as perguntas sobre distribui¢do das PAIs entre varias

enterobactérias e sobre a expressdo de diferentes genes in vitro e in vivo (48).

1.4 RESISTENCIA

O tratamento da ITU ndo complicada baseia-se em 2 importantes principios. Primeiro, o
espectro dos organismos causando a ITU aguda € altamente previsivel, sendo que a E. coli
ocorre em 75 a 90% dos isolados e o S. saprophyticus em 5 a 15%. Segundo, 0 padrdo de
susceptibilidade destes organismos também tem sido relativamente previsivel. Baseado nestes
principios, a terapia empirica com SMT tem sido preconizada como uma abordagem para a
cistite ndo complicada (49). Estes principios tém norteado as escolhas terapéuticas iniciais,
enquanto espera-se o resultado do exame cultural da urina. No entanto a resisténcia aos
antibioticos, que tradicionalmente sdo utilizados no tratamento de pacientes com ITUs, tem
aumentado significantemente nos Gltimos anos de forma diversa em diferentes populagdes.
Por exemplo, a resisténcia a ampicilina e a amoxacilina tem aumentado na Gltima década de
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20% para 40% (49). A resisténcia a SMT aproxima-se entre 18 a 22% em algumas regides do
mundo (50). No entanto a resisténcia a outros antibiéticos como nitrofurantoina e
fluoroquinolonas tem permanecido baixa, porem ja com visivel aumento, talvez relacionado
ao seu uso indiscriminado. Estas tendéncias tém modificado o manejo da UTI ndo complicada
comunidade-adquirida, especificamente no que se refere ao uso da SMT como agente de
primeira escolha para o tratamento empirico da cistite ndo complicada. Este antibidtico é
recomendado somente em areas onde a prevaléncia de resisténcia € menor que 20% (51,52).

As taxas de resisténcia entre os uropatdgenos também variam significativamente em
diferentes regides dos EUA (53), particularmente para agentes como SMT e ampicilina.
Entretanto para a nitrofurantoina e as fluoroquinolonas como a ciprofloxacina as taxas de
resisténcia permanecem relativamente baixas e parecem ter menos varia¢es geograficas que
outros agentes (53-56).

Uma questdo adicional relacionada a resisténcia antimicrobiana € o grau de resisténcia
cruzada para diferentes agentes antimicrobianos resultando em isolados resistentes a maltiplos
farmacos (57-60). Em um estudo de 2000 isolados do trato urinario, 27,5% de 461 isolados
resistentes a ampicilina foram também resistentes a SMT, 13,2% foram resistentes a
nitrofurantoina e somente 1% foi resistente a ciprofloxacina. Da mesma maneira, de 168
isolados resistentes a SMT, 75,6% foram também resistentes & ampicilina e 8,3% foram
resistentes a nitrofurantoina. Em outro estudo (54), foi demonstrado que a prevaléncia de
resisténcia a multiplos farmacos entre isolados de E. coli do trato urinario nos EUA foi 7,1% e
0 padrdo predominante entre isolados resistentes a multiplos farmacos incluiram resisténcia a
ampicilina, a cefalotina e a SMT (57,9%).

Estes achados sugerem que a medida que isolados do trato urinario tornam-se resistentes
a um antibidtico, eles podem adquirir resisténcia a diversas classes de diferentes antibioticos
ndo relacionados, tornando a selecdo da terapia empirica para a infeccdo mais dificil (53).

1.4.1 Fatores de risco para resisténcia

Além dos dados de prevaléncia de resisténcia na comunidade local, fatores especificos
do hospedeiro podem influenciar o desenvolvimento de resisténcia a SMT. Wright et al., em
1999, observaram, em pacientes atendidos no setor de emergéncia com sintomas de cistite
aguda, que o risco de ter a infecgdo urinaria causada pela E.coli resistente a SMT era cinco
vezes maior nas pacientes com Diabete Mellitus, hospitalizadas e tendo feito uso de
antibidtico recentemente (55). Outro estudo menor, conduzido no Reino Unido, também
encontrou que o uso da SMT nos 6 meses precedentes foi associado com risco aumentado de
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ter ITU por organismo resistente e que a Diabete Mellitus ndo foi um fator independente
associado com resisténcia (56).

1.4.2 Implicages da resisténcia a SMT

A maioria dos antibidticos usados para tratar ITU alcanca concentracfes urinarias
superiores as concentracOes séricas. Por isso, muitas vezes, a bactéria do antibiograma pode
ser resistente in vitro, mas ocorre uma boa resposta clinica do paciente (49).

Recentemente, alguns estudos tém usado modelos para estimar a evolucdo e custos
associados com resisténcia in vitro (49,52). Em um modelo matematico simples, foi estimado
gue uma prevaléncia de resisténcia de 10% a SMT resultaria em uma taxa de cura clinica de
92% e cura bacteriologica de 89%. A uma prevaléncia de resisténcia de 20%, a taxa de cura
estimada seria de 88% (clinica) e 84% (bacterioldgica). Le e Miller (2001) concluiram que 0s
custos do tratamento empirico da cistite ndo complicada com SMT tiveram um aumento
discreto com taxas aumentadas de resisténcia a SMT entre isolados de E. coli, com custos
médios de $92, $99, $106 e $113, e taxas de resisténcia de 0%, 10%, 20% e 30%
respectivamente. O custo médio do tratamento com fluoroquinolonas foi de $107, concluindo-
se que, a uma prevaléncia de resisténcia de 22%, torna-se mais vantajoso financeiramente usar
uma fluoroquinolonas em vez de SMT para o tratamento empirico da ITU (52).

Um estudo conduzido em Israel, onde a prevaléncia de resisténcia a SMT é estimada em
30 a 40%, mulheres com sintomas de cistite aguda foram tratadas com SMT (160/800) 2
vezes ao dia, durante 5 dias, tendo uma cultura de urina coletada antes do inicio do
tratamento. A taxa de resisténcia total foi de 29%. A cura bacteriologica foi de 86% nas
mulheres com bactérias sensiveis a8 SMT comparada com 42% das mulheres com bactérias
resistentes. A cura clinica foi de 88 e 54% respectivamente. O estudo conclui que a SMT néao
deve ser usada no caso destes altos indices de resisténcia.

Os estudos demonstram também que o aumento na resisténcia a SMT correlaciona-se
com pior evolucdo clinica e bacteriolégica quando a terapia com SMT é usada. O uso
empirico de SMT para o tratamento da cistite ndo complicada, deste modo, é recomendado
somente nas regides onde a resisténcia da E. coli a SMT é menor que 20%. Se a resisténcia
for maior que 20%, recomenda-se 0 uso empirico de fluoroquinolonas em regime de trés dias,
que demonstra a mesma eficdcia. Alternativamente, a nitrofurantoina pode ser usada em
regime de 7 dias. A fluoroquinolona também é recomendada para tratamento ambulatorial de
pacientes com pielonefrite ndo complicada, a ndo ser que haja sensibilidade da bactéria a
SMT (49).
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Deve-se considerar, por outro lado, que determinar os niveis de resisténcia a SMT entre
as bactérias causadoras de ITU ndo complicada é problematico, porque estes dados sdo
baseados no antibiograma hospitalar, isto €, o exame quantifica a resisténcia vista em
ambiente de laboratério de microbiologia durante um ano ou parte dele. Entretanto os
antibiogramas tém limitacGes: podem misturar-se a isolados de pacientes internados ou
isolados de pacientes ambulatoriais com infeccéo respiratoria ou infeccdo de ferida ou outros
isolados. Além disso, alguns antibiogramas hospitalares consideram multiplos isolados do
mesmo paciente como isolados separados. Visto que amostras multiplas do mesmo paciente,
provavelmente colhidas durante insuficiéncias de tratamento, havendo a possibilidade de estes
momentos estarem associados com resisténcia antimicrobiana, alguns antibiogramas podem
superestimar a resisténcia aos farmacos. A resisténcia a antibioticos € mais prevalente em
pacientes internados que em pacientes ambulatoriais, portanto os antibiogramas tendem a
superestimar a resisténcia a antibidticos nos casos ambulatoriais (57).

1.4.4 Variacéao geografica

Como ndo existe uma supervisdo sistematica para monitoramento do perfil de
sensibilidade de isolados de 1TU adquiridos na comunidade, poucos dados estdo disponiveis
aos clinicos com respeito as taxas de resisténcia em suas areas especificas. A maioria dos
estudos avalia taxas de resisténcia de uma instituicdo ou entdo médias nacionais.

Um sistema de supervisdo nacional nos EUA (The Surveillance Network Database)
coleta resultados de sensibilidade bacteriana de nove laboratorios distribuidos em nove
regibes geograficas no pais. Um destes estudos examinou dados especificamente de ITU
comunidade-adquirida de mulheres divididas em 2 grupos: entre 15 e 50 anos e acima de 50
anos. Neste estudo houve uma variacdo geogréafica significativa no perfil de resisténcia da E.
coli a SMT, com taxas que variaram de 22% nas regides oeste e sul e em torno de 10% na
regido nordeste dos EUA. Nao houve, porém, variacdo geografica significativa nas taxas de
resisténcia & nitrofurantoina ou a fluoroquinolonas. Entretanto existiu uma diferenca por
grupo de idade: mulheres acima de 50 anos tiveram mais altas taxas de resisténcia a ambos 0s
farmacos, principalmente devido a uma percentagem aumentada de bactérias ndo-E. coli neste
grupo. O estudo NAUTICA (North American Urinary Tract Infection Collaborative Alliance),
realizado em 41 centros, 30 centros americanos e 11 centros canadenses, demonstrou que a
prevaléncia de resisténcia a ampicilina foi de 45,9% e & SMT, de 20,4% entre os isolados
destes centros. A resisténcia a nitrofurantoina foi de 14,3 % em todos os isolados. Este
nlmero parece ser mais alto que estudos anteriores, mas ha de se esclarecer que neste estudo
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NAUTICA houve uma grande percentagem de homens e pacientes acima de 65 anos como
também a prevaléncia de E. coli foi de somente 57,5%, o que difere de estudos anteriores. As
observacdes deste estudo multicéntrico, binacional confirmam altas taxas de resisténcia a
ampicilina e a SMT. Alem disso, este estudo documenta uma aumentada prevaléncia de
resisténcia a fluoroquinolonas, particularmente na populacdo idosa. Ha, portanto, de acordo
com estes estudos, uma significativa variacdo geografica nas taxas de resisténcia dentro dos
EUA, confirmando a necessidade da disponibilidade de dados sobre a prevaléncia de
resisténcia local para auxiliar o médico que trata ITU, principalmente onde o tratamento
empirico é usado para a prima infeccdo. Uma supervisdo constante é necessaria para avaliar
padrdes de resisténcia (61).

1.5 VACINAS E PROBIOTICOS

Existem 2 diferentes agentes de imunizagdo disponiveis: Urovaxom e Strovac. Ambos
sdo recomendados para pacientes com ITU ndao complicada recorrente. A Urovaxom é um
extrato bacteriano administrado por via oral consistindo de componentes imunoestimulantes
derivados de 18 cepas de E. coli uropatogénicas (62). Uma metanalise de 5 estudos duplo-
cego, placebo controlado, compreendendo 601 mulheres, resultou em uma odds ratio de 2,28.
As ITU por ano foram reduzidas de 1 para uma taxa de 0,15-0,82 (62). Em um estudo duplo
cego, multicéntrico, 453 pacientes foram submetidos ao Urovaxom, o que resultou numa
reducdo de 34% nas ITUs em pacientes tratados com placebo (62), mostrando ser eficaz a
imunoterapia com este agente. Uma metanalise mostrou que quando a profilaxia com
antibioticos foi comparada com placebo, a reducdo da ITU recorrente foi de 81% (63). Ndo
existem dados comparando Urovaxom com antibidticos na prevencao da ITU recorrente. A
Strovac € um extrato bacteriano celular derivado de cepas de E. coli, Proteus mirabilis,
Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae e Enterococcus faecalis. A preparacdo €
administrada por via IM também para prevencdo da recorréncia de ITU. Um estudo
prospectivo comparando 41 pacientes com ITU recorrente ndo complicada mostrou que a taxa
de reinfecgéo dentro de 6 meses foi 41% em pacientes tratados com esta vacina versus 96%
em pacientes recebendo placebo (62).

O uso de probioticos vincula profilaxia e tratamento de ITU e é concentrado em
Lactobacillus. Resultados conflitantes tém sido observados nos ensaios clinicos e em estudos
animais devido as cepas inespecificas de Lactobacillus usadas. Resultados positivos tém
somente sido obtidos usando cepas bem caracterizadas (62). A aplicacdo para a profilaxia
pode ser via oral ou via intravaginal. Para tratamento, os probioticos foram principalmente
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usados na bexiga. Estudos clinicos usando administracdo vaginal de Lactobacillus rhamnosis
GR1, em combinacdo tanto com Lactobacillus reuteri B54 ou RC 14, resultou em uma
reduzida recorréncia de ITU. Em um estudo com 52 mulheres, recorréncias de ITU foram
reduzidas de uma média de 6 por ano para 1.6, com uso de supositorios vaginal de GR-1/B-
54,1 vez por semana (62). Um estudo clinico randomizado, placebo controlado, de 64
mulheres usando ingesta oral de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14, levou a uma
significativa reducdo de uropatdgenos na vagina (64). E possivel concluir, com estes achados,
que a ITU poderia ser prevenida pela ingesta oral de Lactobacillus especificos. Porém ainda
sd0 poucos os estudos que tém demonstrado resultados positivos no tratamento de ITU com
probidticos.

1.6 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DA ITU

Epidemiologia convencional é o estudo da doenca tal qual ela ocorre na populagdo
humana. Por analogia, epidemiologia molecular é o estudo de uma doenga infecciosa em
relacdo a selecionadas caracteristicas genéticas da bactéria causadora (65). Estudos de
epidemiologia molecular usam observacGes estruturadas para identificar tragos
microbioldgicos que predizem a ocorréncia, severidade, ou manifestaces clinicas de uma
doenga infecciosa em particular ou caracteristicas relevantes dos hospedeiros afetados,
incluindo idade, sexo e condicdes predisponentes.

A epidemiologia molecular, desse modo, procura a compreensdo em bases moleculares
para 0 comportamento da viruléncia e preferéncias da bactéria por determinados hospedeiros,
assim como para identificar reservatorios e vias de transmissdo, informacfes que sdo
necessarias para o desenvolvimento de estratégias no que se refere ao manejo e prevencéo de
um particular tipo de infec¢éo.

Por ser observacional, a epidemiologia molecular examina o fenbmeno em seu mundo
real, ou seja, bactérias em sua forma selvagem, interagindo com o hospedeiro natural em um
ambiente natural (66).

Os tracos bacterianos analisados nos estudos de epidemiologia molecular abrangem um
espectro de complexidade organizacional, variando da seqiiéncia do DNA subgénico, através
de genes, operons, plasmidios e ilhas de patogenicidade a clones, grupos clonais e grupos
filogenéticos (66). Cada nivel é importante e informativo e cada um requer métodos de
tipagens distintos.

Anélises da diversidade sequiencial dentro dos genes associados a viruléncia podem ser
feitos usando a Analise de Polimorfismos através da Restricdo de Fragmentos ou “Restriction
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Fragment Length Polymorphism Analysis” (RFLP), na qual endonucleases de restricdo sdo
usadas para detectar sequéncia de polimorfismos ou por sequenciamento direto do DNA. Para
analises sequenciais intragene, o seqlienciamento direto é mais informativo (66).

Clones e grupos clonais sdo identificados usando métodos de tipagem que expdem o
genoma inteiro. O mais discriminatorio, exceto o seqiienciamento do genoma é “pulsed-field
gel electrophoresis” (PFGE) ou eletroforese de campo pulsado, no qual o DNA bacteriano
total é eletroforeticamente separado apOs digestdo com endonuclease de restricdo que
reconhece um numero limitado de sitios gendmicos (66). A identidade de dois isolados por
analise por PFGE significa que eles representam a mesma cepa ou clone.

1.6.1 Enterobacterial repetitive intergenic consensus-reacdo em cadeia da polimerase
(ERIC-PCR)

Véarios métodos de genotipagem de microorganismos sdo baseados em elementos
repetitivos que se interpdem entre os genes, entre eles pode-se citar o ERIC-PCR, utilizado
para diferenciar membros de Enterobacteriaceae (67). Versalovic e Lupski (1998, apud Riley
2004), descreveram o potencial desses elementos repetitivos para diferenciar espécies
bacterianas e linhagens por PCR como é o caso da regido enterobacteriana repetitiva
intergénica (ERIC). As sequéncias do ERIC estdo dispersas no cromossomo e sao localizadas
em regides extragénicas.

A sequéncia do ERIC contém 126 pares de bases altamente conservados que se repetem
no genoma de E. coli (67). A estratégia utilizando ERIC-PCR pode discriminar linhagens em
nivel de subespécies devido a ampla distribuicdo desses elementos no genoma de varios
membros das enterobacteérias (67).

A estratégia baseada no ERIC-PCR foi utilizada em um estudo de ITU adquirida na
comunidade entre mulheres americanas e demonstrou ser simples, apresentando moderado
poder discriminatério. Os autores tipificaram um grande numero de isolados de E. coli e
identificaram um grupo clonal prevalente, chamado de CgA. As linhagens pertencentes a este
grupo caracterizaram Varios isolados provindos de uma origem comum. O grupo clonal CgA
foi confirmado por um segundo método de genotipagem, mostrando que as linhagens
definidas como pertencentes ao mesmo grupo clonal por ERIC-PCR estavam relacionados
entre si (68).

O ERIC-PCR foi aplicado para analisar isolados de E. coli provenientes de casos de
pielonefrite e foi descoberto que a mesma linhagem CgA foi identificada como responsavel
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em uma substancial proporcéo de infeccBes. Assim a tipagem de linhagens identificou um
espectro de doengas extra-intestinais causadas por este grupo clonal de E. coli (67).

A identificacdo de relacdo epidemiologica para as linhagens EXPEC pode identificar
caracteristicas especificas que, por sua vez, podem explicar a patogenia das doencas extra-
intestinais. A possibilidade de diferenciar organismos EXPEC é bastante recente e pode
auxiliar na defini¢do de estratégias para controlar ou até mesmo evitar as ITUs (67).

1.6.2 Marcadores moleculares dos fatores de viruléncia

Isolados de E. coli da urina de pacientes com ITU ou do sangue ou do liquido
cefalorraquidiano, entre outras amostras clinicas, de pacientes com diversas outras infecces
extra-intestinais, exibem uma maior prevaléncia de marcadores moleculares especificos que
de isolados fecais de hospedeiros ndo infectados (66). Tais marcadores sdo comumente
referidos como “fatores de viruléncia” (VFs), embora isto deva ser entendido como
significantes “fatores associados com”, ndo necessariamente *“contribuindo para” a viruléncia,
visto que associac¢Bes epidemioldgicas ndo sdo garantias de causalidade.

Estes VFs podem ser agrupados por categoria funcional como, por exemplo, as adesinas
(69), os sistema siderdéforo (66), as toxinas (66), os polisacarideos de superficie (66), as
invasinas (66) e os tracos associados a resisténcia (66). Os isolados clinicos frequentemente
contém multiplos VFs de uma particular categoria funcional.

Certos VFs comumente ocorrem juntos em padrdes sugerindo tanto co-selecdo ou direta
linhagem genética (70). A linhagem dos VFs tem sido demonstrada dentro das pathogenicity
islands (PAIs) e em plasmidios (66). As cepas EXPEC (E. coli patogénica extra-intestinal)
freqlientemente contém maultiplas PAIs, cada uma com uma distinta combinagdo de VFs, 0s
quais, as vezes, resultam numa cepa contendo multiplas combinagdes de um particular VF,
por exemplo, pap (71).

Certos grupos clonais de EXPEC, tradicionalmente identificados por sorotipo O:K:H,
sdo super-representados entre os isolados clinicos quando comparados com controles fecal
(66). Estes grupos clonais virulentos derivam primariamente do filogenético grupo B2 e a
uma menor extensdo ao grupo D, explicando a predominéancia dos grupos B2 e D entre 0s
isolados clinicos (66).

A maioria dos VFs tradicionalmente reconhecidos (pap, sfa/foc, hly, e kps) estdo
concentrados dentro desses virulentos grupos clonais e estdo dentro de grupo filogenético B2
e/ou D, enquanto outros (afa-dra, iuc/iut e traT) sdo mais amplamente distribuidos (66). Este
padrdo divergente de distribuicdo filogenética corresponde a transmissdo vertical (dentro-
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linhagem) versus horizontal (entre linhagens) e reflete a localizagdo cromossomal versus
plasmidial dos respectivos VFs.

Comparactes epidemioldgicas moleculares podem ser feitas entre isolados para (i)
pacientes com diferentes sindromes clinicas (70) (ii), hospedeiros infectados que mostram ou
deixam de mostrar condicGes predisponentes (72) ou (iii) diferentes hospedeiros (66). Estas
comparagOes levam a certas conclusdes como, por exemplo, as sindromes mais severas como
a pielonefrite quando comparadas com as menos severas como cistite; usualmente envolvem
cepas com maior viruléncia molecular como refletido no nimero de Vfs.

A expressdo da viruléncia do gene pode ser importante nos estudos moleculares
epidemioldgicos, porque a expressdao € necessaria para o0 gendétipo influenciar viruléncia
fenotipica. A expressdo do operon fim (fimbria tipo 1) € regulada por elemento invertivel de
troca (“invertible switch element”), posicdo da qual pode ser definida via um simples exame
por PCR (73).

A variacdo na sequéncia dentro de um gene pode produzir importantes alteracfes
patogenéticas, fenotipicas no peptideo codificado, por exemplo, os diversos polimorfismos na
fimH (fimbrio-adesina tipo 1) quando detectados pela analise da seqtiéncia ou por SNP PCR
especifico (“single nucleotidio polimorfismo™), os quais causam alteragdes nos aminoacidos,
na fimbria que produz uma mudanca de um fendétipo ligado a tri-manose (comensal) para
fenotipo ligado a mono-mannose (ITU associado) (66).

Os VFs tém sido estudados como potenciais preditores clinicos para orientar 0 manejo
do paciente. Por exemplo, a fimbria P (ou pap) tem sido proposta como uma maneira para
identificar meninos de risco para desenvolver cicatriz renal (66), adultos com pielonefrite ou
urosepses que tém condigcbes predisponentes ndo reconhecidas (66) e pacientes cujos
parceiros de moradia deveriam ser rastreados como portadores de cepas da ITU (66). Outras
aplicacdes propostas para este teste seriam a definicdo do tempo de tratamento para criangas
(74) e a identificacdo de mulheres gravidas de risco para o desenvolvimento de pielonefrite
(66).

O recentemente descrito E. coli grupo clonal A, embora exibindo resisténcia a
multifarmacos e ocorrendo para 33 a 50% de recente E. coli SMT resistente, entre mulheres
com cistite ndo complicada ou pielonefrite em alguns centros dos EUA, esta repleto de VFs
gue presumivelmente contribuem para o sucesso deste grupo clonal como uma bactéria entre
diferentes individuos sadios.

De acordo com a hipotese fecal-vaginal-uretral cepas de E. coli causando ITU derivam
da flora perineal e fecal do prdprio paciente (75). Isto significa que a colonizacdo fecal e
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vaginal com um organismo é um fator de risco potencialmente modificavel para 1TU
subseqiente.

1.6.3 ITU recorrente: mesma cepa versus cepa diferente

Em um estudo, 68% das ITU recorrentes foram causadas por uma cepa previamente
identificada numa pessoa em particular; entretanto esta percentagem variou de 55% (para
mulheres com duas recorréncias) a 78% (para aquelas com >6 recorréncias (66). A maioria
das recorréncias com mesma cepa nao envolve evidente persisténcia dentro do trato urinario e
sim evidéncias sugere um reservatorio externo para a reinfeccao (66).

Esta distincdo entre recorréncias pela “mesma cepa” e “diferente cepa” pode ser
clinicamente relevante, porque multiplos episddios de ITU independentes sugerem uma
predisposicdo subjacente (66) enquanto recorréncias pela mesma cepa sugerem a necessidade
de identificar e erradicar um persistente (interno ou externo) reservatorio. Potenciais
reservatorios enddgenos incluem a persisténcia intracelular a longo prazo de uma cepa dentro
do epitélio da bexiga.

Fontes do ambiente de E. coli uropatogénica tém sido investigadas usando
“fingerprinting” molecular com ou sem deteccdo de VF ou andlise filogenética. Cepas
compartilhadas entre membros da mesma casa tém sido demonstradas entre adultos parceiros
sexuais, entre pais e criangas e até entre seres humanos e animais (66). Algumas evidéncias
sugerem que o que classicamente tem sido uroVF tambem prediz co-colonizacdo de
hospedeiros associados epidemiologicamente, significando que eles podem promover
transmissao pessoa a pessoa.

A transmissdo sexual é suportada pela associacdo estatistica de certas praticas sexuais
com co-colonizacdo de parceiros sexuais adultos e pelos sitios anatdmicos da colonizagédo
pela mesma cepa (66). Entretanto a transmissdo sexual € improvavel para explicar a co-
colonizacdo envolvendo criangcas e animais de estimacdo (66). Outro possivel mecanismo
inclui transmissdo pessoa a pessoa via rota fecal-oral e a aquisicdo coordenada de uma fonte
externa como, por exemplo, suprimentos alimentares.

Concluindo, analises epidemioldgicas moleculares, baseadas na observacdo da E. coli
como ocorrem na natureza, fornecem um complemento importante para a contribuicdo
experimental. A rapida descoberta de novos VFs e 0 aumento da importancia de sua expressao
e variantes moleculares dos VFs fornecem abundante estimulo para futuros estudos
epidemioldgicos moleculares.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar as caracteristicas clinicas e 0s aspectos microbioldgicos da E.coli em pacientes
femininas adultas com infeccéo do trato urinério (ITU) ndo complicada.

3.2 ESPECIFICOS

Analisar o perfil de resisténcia da E. coli aos antibidticos mais usados no tratamento de
pacientes com ITU n&o complicada.

Caracterizar os isolados de E. coli através de genotipagem pela técnica de reacdo em
cadeia de polimerase, baseada na regido consenso repetitiva, 0 ERIC-PCR.

Associar os dados clinicos dos pacientes portadores de ITU com resultados da
genotipagem e perfil de resisténcia a cinco antibidticos mais usados.
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RESUMO

Introducdo - A Infeccdo do Trato Urinario (ITU) é uma das doencas mais comuns,
especialmente em mulheres jovens e sexualmente ativas, causada, na maioria das vezes, pela
Escherichia coli. Este estudo objetiva analisar os fatores de risco associados com este tipo de
infeccdo, além de estudar o perfil de resisténcia a genotipagem da E. coli.

Pacientes e métodos - Foram avaliados 62 pacientes femininas, residentes em Santa Cruz do
Sul, com idade variando entre 18 a 84 anos, com o diagndstico ambulatorial de ITU néo
complicada. O diagnostico foi estabelecido na presenca de sintomas urinarios e urocultura
com a contagem superior a 10° UFC/mL. Os pacientes responderam a um questionario para
obtencéo de dados clinicos. A sensibilidade dos isolados de E. coli frente aos antimicrobianos
foi determinada usando o meétodo de difusdo em disco em meio Mueller Hinton. A
genotipagem foi realizada através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase baseada na
regido consenso repetitivo intergénica.

Resultados: O perfil de resisténcia bacteriana aos antibioticos testados foi de 22,6% para a
sulfametoxazol-trimetoprim, 19,3% para a cefalexina, 8,1% para a norfloxacina, 4,8% para a
gentamicina e 3,2% para a nitrofurantoina. A genotipagem revelou que 43,5% dos isolados
clinicos de E. coli apresentavam relagdo clonal. A compara¢do dos dados clinicos dos
pacientes que eram portadores de cepas formadoras de clones com os que ndo eram, revelou
gue ndo houve diferenca entre os dois grupos em relacdo ao perfil de resisténcia, idade da
primeira infeccdo urinaria, atividade sexual, historia de doenca renal no passado, nimero de
episddios de ITU, hospitalizacdo, uso prévio de antibioticos nos ultimos 2 meses e presenca
de animal de estimacdo em casa. A analise dos grupos classificados pelo resultado da
genotipagem quanto ao perfil de resisténcia revelou que ndo ha diferenca estatisticamente
significante nos niveis de resisténcia a cefalexina, a gentamicina, a nitrofurantoina, a
norfloxacina e a sulfametoxazol-trimetoprim nos diferentes clones observados.

Conclusdo: O perfil de resisténcia da E. coli aos antibidticos testados mostrou altos niveis de
resisténcia a SMT e a cefalexina. A genotipagem da E. coli identificou, em 43,5% dos
isolados, a presenca de uma relagéo clonal embora ndo tenha sido observado uma associacdo
da relacéo clonal com perfil de resisténcia e variaveis clinicas.

Palavras-chave: infeccdo do trato urinario, Escherichia coli, resisténcia bacteriana,
genotipagem, ERIC-PCR.

INTRODUCAO

A infeccdo do trato urinario (ITU) é a infeccdo bacteriana mais comum na mulher e
induz a significativa morbidade e altos custos para sociedade (1). O agente etioldégico mais
freglientemente envolvido na etiologia da ITU é a Escherichia coli ocorrendo em 75 a 90%
dos casos de infec¢des adquiridas na comunidade (1,2).

O uso da sulfametoxazol/trimetoprina (SMT) continua sendo uma das principais
estratégias no tratamento empirico destes pacientes (1,3,4). Além de atingir altas
concentragOes urinarias ela erradia a colonizacdo perineal bacteriana, além de apresentar
baixos custos (1,4). No entanto com o aumento da resisténcia da E. coli a este antibidtico,
outras alternativas tém sido utilizadas como tratamento inicial e empirico da infec¢do urinaria
(1,5). Atualmente recomenda-se terapia empirica para ITU ndo complicada em mulheres
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adultas com um curso de SMT por 3 dias nos casos onde a prevaléncia de resisténcia a este
antibiotico for menor que 20%(4,5). As terapias alternativas incluem fluoroquinolonas ou a
nitrofurantoina.

Ha décadas a resisténcia bacteriana tem se tornado um problema para a escolha do
antibidtico, dificultando, muitas vezes, o adequado manejo terapéutico dos pacientes com
infeccdes causadas por E. coli. O estudo NAUTICA (3) avaliou a suscetibilidade da E. coli
aos antibidticos mais usados para ITU em pacientes ambulatoriais em 40 centros nos EUA e
Canada e revelou que a resisténcia a ampicilina foi 37,7%; a SMT, 21,3%; a ciprofloxacina,
5,5%; a levofloxacina, 5,1% e a nitrofurantoina, 1,1%. O estudo também conclui que ha
consideravel variabilidade geografica no perfil de resisténcia a E.coli e uma continua
evolugéo para uma maior resisténcia ao longo dos anos (4).

Estudos de epidemiologia molecular tém sido de utilidade para esclarecer a relagédo
bactéria-hospedeiro, as bases filogenéticas, os reservatorios e as vias de transmissdo da E.
coli, assim como a anélise dos fatores de viruléncia e resisténcia aos antibidticos (6,7). Este
tipo de metodologia tem auxiliado na identificacdo das caracteristicas especificas de doencas
infecto-contagiosas que, por sua vez, podem explicar a sua patogenia e a dinamica de
transmissao. Varios métodos de genotipagem de microorganismos sao baseados em elementos
repetitivos que se interpdem entre 0s genes, entre eles pode-se citar a ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetetive Intergenic Consensus). A estratégia utilizando a ERIC-PCR
permite discriminar linhagens em nivel de subespécies devido a ampla distribuicdo desses
elementos no genoma de varios membros das enterobactérias (7).

A regido intergéncia consenso é uma sequéncia altamente conservada de 126 pares de
base encontradas nas Enterobacteriaceaes. Na ERIC-PCR é utilizada uma combinacdo de
primers designados para a conservacdo da regido ERIC, e para gerar na eletroforese um
padrdo de bandas baseado na frequéncia e na orientacdo da seqliéncia ERIC no genoma
bacteriano (7).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de resisténcia da E. coli aos antibioticos
mais utilizados para infeccdo do trato urinario ndo complicada, associando-o com dados
demograficos, fatores de risco e genotipagem.

PACIENTES E METODOS
Dados dos pacientes e consideracdes éticas

Foram avaliados 62 pacientes femininas, com idade superior a 18 anos, com diagndstico
de ITU ndo complicada, em regime ambulatorial, na cidade de Santa Cruz do Sul-RS. No
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periodo de julho de 2004 a julho de 2006. As pacientes responderam a um questionario no
qual constavam, além dos dados demograficos, os principais fatores de risco para ITU que
incluem ndmero de episodios de ITU apresentados, atividade sexual, idade da primeira
infeccdo urinaria, histdria de hospitalizacao prévia ou uso prévio de antibiéticos nos dltimos 2
meses e presenca de animal de estimacdo em casa. Para todas as paciente foi solicitado cultura
de urina com o respectivo antibiograma. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e da Universidade de Santa Cruz do Sul.

Diagnostico laboratorial

A urina foi coletada por jato médio apds higiene genital prévia e orientacBes. As
amostras de urina foram cultivadas em Agar MacConkey e CLED, sendo que as que
apresentaram um crescimento igual ou superior a 10° UFC/mL foram selecionadas para
posterior identificagdo. As col6nias lactose e indol positivo foram consideradas como E. coli.
Os testes de suscetibilidade foram realizados no Laboratorio Enzilab e Laboratdrio Santa
Cruz, utilizando o método de difusdo em disco em meio Mueller Hinton frente aos seguintes
antibioticos: cefalexina (30ug), gentamicina (120ug), nitrofurantoina (300ug), norfloxacina
(10ug) e sulfametoxazol-trimetoprim (1,25/23,75ug) (8).

Isolamento, extracdo do DNA e genotipagem.

A andlise genotipica foi realizada no Laboratorio de Biologia Molecular da
Universidade de Santa Cruz do Sul — UNISC. Foram colocados 100 puL dos isolados
bacterianos para crescer em caldo BHI por 24 h a 37°C. Apds as amostras foram plaqueadas
em Agar nutriente, deixando por mais 24 h a 37° C. Foi retirada uma coldnia isolada para um
novo caldo BHI e incubado por mais 24 h a 37°C. O isolamento do DNA cromossomal foi
realizado a partir de células bacterianas isoladas, segundo o método van Embden et al. (1993)
9).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada conforme descrito por Manges et
al. (2001) (10) com adaptacdes. As condi¢es de amplificacdo foram: 94°C por 2 min para
desnaturacdo inicial por 1 ciclo, seguido de 35 ciclos com 94°C por 30 seg. para desnaturagéo,
52°C por 1 min para anelamento e 72°C por 5 min para extensdo e mais 72°C por 1 min para
extensdo  final por 1 ciclo. Os  “primers” utilizados foram  Ericl
(5ATGTAAGCTCCTGGGGATTCACS) e Eric2 (5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG3),
que amplificam a regido intergénica.
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O produto amplificado na reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5%
em tampéo de corrida por 20 min a 80 V e mais 2 h a 118 V. Foram utilizados 12 uL da
reacdo de PCR e 2 uL de tampédo de amostra. A visualizagdo foi realizada utilizando um
transluminador em comprimento de onda de 312 nm. Para o registro foi utilizado o sistema de
foto-documentacédo (Vilber Lourmat). A andlise in silico no Software Gelcompar foi realizada
utilizando como parametro a analise visual dos géis de agarose.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em uma planilha Excel e posteriormente exportados
para o programa SPSS. V. 14.0 para analise estatistica. As variaveis quantitativas foram
descritas pela média e desvio padrdo e as categoricas pela freqiiéncia absoluta e freqiéncia
relativa percentual. As variaveis categoricas foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado
com correcdo de Yates ou pelo teste Exato de Fischer. Os perfis de resisténcia foram
comparados entre os antibioticos pelo teste de McNemar. Foi considerado um nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS

As pacientes eram brancas em sua maioria (97%) e 36 pacientes (58%) apresentaram
mais do que 3 episodios de ITU. A maioria das pacientes relatou desenvolver ITU pela
primeira vez na idade adulta (80,6%) e ter vida sexual ativa (80,6%). Os sintomas mais
comuns foram disdria (53%) e aumento da freqliéncia urinaria (50%). Em 82% das pacientes
ndo houve historia prévia de hospitalizagdo nos 2 meses precedentes ao episédio de ITU e
32% revelaram ter usado antibiotico nos Ultimos 2 meses previamente ao aparecimento da
ITU. Cinco pacientes (8%) eram diabéticas e 40 pacientes (64%) revelaram ter animal de
estimacdo em casa.

A Figura 1 mostra os percentuais de resisténcia aos antibidticos em estudo observando-
se indices elevados de resisténcia para cefalexina e SMT, 19% e 22% respectivamente, e
indices ndo muito elevados para norfloxacina (8,0%), para gentamicina (4,8%) e para
nitrofurantoina (3%).

Em relacdo a sintomatologia apresentada, foi observado que os pacientes que tiveram
dor lombar, 42,3% apresentaram menos de 3 episddios de ITU enquanto 11,4% com esta
sintomatologia apresentaram mais de 3 episédios (p=0,014).

Outro fator de risco foi a hospitalizagdo nos ultimos 2 meses previamente ao episédio de
ITU atual. Observou-se que 26,9% das pacientes com menos de 3 episodios de ITU relataram
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historia de hospitalizacéo prévia contra 8,3% dos pacientes com mais de 3 episddios (p=0,08).
A genotipagem dos isolados através do ERIC-PCR permitiu a classificacdo em 2 grupos: um
formado por bactérias que apresentaram em sua analise genotipica uma relacao clonal, o que
significa observacao na eletroforese de padrGes idénticos no nimero e na posicao das bandas
(Figura 3). Este grupo totalizou 29 amostras. O outro grupo foi constituido por bactérias que
ndo apresentaram relagédo clonal formado por 33 amostras (53,3%).

A analise visual da genotipagem e a analise in silico no Software Gelcompar permitiram
caracterizar 8 distintos grupos clonais, sendo que 29 (46,7%) isolados uropatogénicos fizeram
parte destes grupos. Os padrdes resultantes da ERIC-PCR foram identificados com letras,
sendo que D, E, F, G, I, X, Cc e Hh foram caracterizados como grupos clonais. A Figura 3
apresenta o resultado da ERIC-PCR de alguns isolados clinicos, onde é possivel observar
alguns isolados que apresentaram padrdes eletroforéticos indistinguiveis.

A Figura 4 apresenta o dendrograma gerado pela andlise in silico no Software
GelCompar, no qual o percentual de similaridade gerado pela ERIC-PCR pode ser observado
a esquerda dos perfis identificados no estudo.

A maioria dos clones foi formada por dois isolados, no entanto os grupos clonais G e |
foram formados, respectivamente, por 12 e 5 isolados, representando 58,6% dos grupos
clonais identificados (Tabela 2). No grupo clonal G, 83% dos pacientes relataram ter uma
vida sexual ativa e todos desenvolveram a primeira infecgdo no trato urinario na vida adulta.
No grupo clonal I todos relataram ter uma vida sexual ativa e 80% desenvolveram a primeira
infeccdo na fase adulta. Cinglienta por cento dos isolados pertencentes ao grupo clonal G
apresentaram resisténcia a, pelo menos, um antibiotico, sendo que 25% apresentaram
resisténcia a SMT; 25%, a Ampicilina; 25%, a Cefalexina e 8,3% apresentaram resisténcia a
Norfloxacina. No grupo clonal I, 20% das amostras demonstraram resisténcia a Norfloxacina.

A classificacdo dos isolados de E. coli, quanto ao resultado da genotipagem, revelou que
ndo ha diferenca significante na resisténcia aos antibidticos entre 0s grupos. Apenas a
nitrofurantoina demonstrou um percentual superior de resisténcia nos grupos clonais (Figura
2).

A Tabela 1 apresenta as varidveis clinicas dos pacientes portadores de E. coli
classificados segundo a relacdo clonal. Todas estas variaveis apresentaram distribuicdo
semelhante entre os dois grupos.
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DISCUSSAO

A infeccdo do trato urinario (ITU) é uma doenca comum na mulher jovem e
sexualmente ativa (10,11). Neste estudo, 80% das mulheres apresentaram o primeiro episodio
de ITU na idade adulta e a grande maioria era sexualmente ativa. Um dos mais importantes
fatores de risco para o desenvolvimento de ITU na mulher é a relacdo sexual (1, 12, 13). A
fonte das bactérias uropatogénicas, em geral, € proveniente da microbiota fecal que coloniza
as regides perineal, vaginal e periuretral (1,13). Por via ascendente essas bactérias podem
colonizar também o trato urinario, especialmente nas mulheres, por apresentarem a uretra
mais curta e, portanto, com maior proximidade do anus, vestibulo vaginal e uretra (1, 12, 13).
Além da atividade sexual, o uso de antibidticos para outras situacdes clinicas pode também se
associar com infeccdo urinaria. Na mulher normal, que nunca apresentou I1TU, a principal
flora no intréito vaginal e uretral consiste de lactobacilos e estafilococos que funcionam como
protetores da colonizacdo por outras bactérias uropatogénicas (12). O uso de antibidticos pode
alterar essa microflora vaginal normal, facilitando a colonizagéo vaginal pela E. coli (12).
Neste estudo, 32% das pacientes usaram antibiticos nos Gltimos 2 meses antes do
aparecimento da infec¢do do trato urinario. Eles podem ter tido um papel importante na
alteracdo da flora vaginal normal e ter contribuido para o desenvolvimento de infecgdo
urinaria nestas pacientes.

O tratamento empirico dos pacientes com infeccdo urindria ndo complicada tem sido
realizado nos ultimos anos considerando a previsibilidade do agente etiolégico que, na
maioria das vezes, continua sendo a Escherichia coli e sua sensibilidade aos antimicrobianos
(1,11). A Sociedade Americana de Infectologia recomendou o uso de SMT, em 1999, como
droga de primeira escolha para o tratamento de infeccdo urinaria ndo complicada por apenas
trés dias (4). No entanto uma alta prevaléncia de resisténcia da E. coli a SMT tem sido
documentada nos ultimos anos questionando o uso desta droga como primeira escolha no
tratamento empirico destes pacientes (1, 10, 14, 15). Neste estudo, demonstrou-se que a
resisténcia & SMT apresentada pela E. coli é elevada, atingindo uma prevaléncia de 22%. E
preconizado que quando a prevaléncia de resisténcia for maior do que 20%, a SMT ndo
deveria ser utilizada como droga de primeira escolha para tratamento empirico de infeccdo
urinéria. Qual seria a alternativa para o tratamento empirico destas pacientes? Uma opcéo sao
as drogas do grupo das quinolonas, especificamente a norfloxacina que apresenta boa
atividade contra a E. coli em diferentes partes do mundo (1, 10, 14).

A norfloxacina tem sido uma opg¢éo de tratamento empirico de pacientes com infeccao
urindria, mas existe também a preocupacdo do aumento da resisténcia ao grupo das
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quinolonas (1,14). Nos ultimos anos o uso de fluorquinolonas para tratar ITU ou outras
infeccdes, especificamente do trato respiratorio, tem aumentado dramaticamente a resisténcia
da E. coli a estes agentes antimicrobianos (4, 11, 14). Se esta tendéncia continuar no futuro o
mesmo problema da resisténcia da E. coli aparecera como aconteceu com a ampicilina,
amoxicilina e SMT. Essa preocupacéo € ainda maior porque as quinolonas séo drogas usadas
em muitas outras situacBes clinicas como nas infeccdes respiratorias, intestinais e outras.
Portanto as fluorquinolonas ndo deveriam ser recomendadas como terapia inicial empirica a
menos que a prevaléncia de resisténcia a SMT seja maior do que 20% e outras drogas nao
possam ser utilizadas (1, 4, 14). Neste estudo, a resisténcia a norfloxacina foi de 8,3% que
ainda pode ser considerada baixa, mas tem um potencial de aumento da resisténcia se nos
proximos anos seu uso ndo for restringido. E importante que o uso indiscriminado das
quinolonas como drogas de primeira escolha no tratamento da cistite seja abolido devido ao
potencial de se tornar um problema sério de salde publica.

A melhor opg¢do para o tratamento empirico da infec¢do urinaria ndo complicada é a
nitrofurantoina (1, 14). De fato, neste trabalho, a resisténcia a nitrofurantoina foi muito baixa,
de apenas 3%, a mais baixa entre todas as drogas testadas, incluindo a gentamicina que foi de
4,8%. Além disto, esta droga tem a vantagem de ser utilizada apenas como tratamento e
profilaxia de pacientes com infecgdo urinaria. A resisténcia da E. coli a esta droga é muito
baixa em diferentes regides da Europa e Estados Unidos, mesmo depois de 50 anos de uso
(11). Ha pouca evidéncia para demonstrar que um regime de 3 dias de nitrofurnatoina é téo
efetivo quanto 3 dias de SMT ou quinolona (4). Alguns clinicos se preocupam com a
recomendacdo do uso de nitrofurantoina por sete dias que pode levar a uma diminuicdo da
aderéncia a esse regime de tratamento.

Estudos de epidemiologia molecular tém auxiliado a esclarecer a relacdo bactéria-
hospedeiro, as bases filogenéticas e as vias de transmissdo de E. coli através da associacao
entre variaveis, sejam elas demogréaficas, relacionadas a fatores de risco ou perfil de
resisténcia no intuito de identificar elementos que possam auxiliar no raciocinio clinico para o
tratamento empirico (6, 7, 18, 19). Ainda que a infec¢do do trato urinério ndo seja considerada
uma doencga que ocorra por surtos na comunidade, certas linhagens de E. coli como a 015:K5
2:H1 pode causar surtos de cistite e pielonefrite como documentado por Phillips et al., em
Londres, no final da década de 1980 (19). Além disso, € considerada uma causa endémica de
infecgdo urinaria em outros lugares da Europa tendo também como importante caracteristica a
resisténcia & SMT (20,21). Dados semelhantes tém sido encontrados em diferentes areas
geogréficas nos Estados Unidos onde a identificagdo de isolados de E. coli com as mesmas
caracteristicas genéticas também apresenta resisténcia a SMT (10).
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Neste trabalho, procurou-se identificar a presenca de grupos clonais associados com a
resisténcia da E. coli aos antibidticos e as caracteristicas clinicas apresentadas pelas pacientes.
A genotipagem dos isolados atraves da ERIC-PCR identificou 8 distintos grupos clonais
(Figura 4) das quais fizeram parte 29 amostras (46,7%). A maioria dos grupos clonais foi
formada por dois isolados, no entanto o grupo G e | foram formados, respectivamente, por 12
e 5 isolados, representando 58,6% dos grupos clonais identificados. Manges et al (2001)
identificaram, através da ERIC-PCR, o grupo clonal A, presente em isolados obtidos de
pacientes da California, onde 51% (28/55) eram resistentes a SMT (10). O mesmo grupo
clonal A foi identificado em isolados obtidos em Minnesota e em Michagan, onde
respectivamente, 39% (7/18) e 38% (11/29) dos isolados que fizeram parte deste grupo
apresentavam resisténcia a SMT (10). Neste estudo, no grupo clonal G, 25% (3/12) dos
isolados foram resistentes a SMT. Os isolados que fizeram parte dos grupos clonais nédo
compartilharam o mesmo perfil de resisténcia aos antibi6ticos, confirmando o observado por
Eom et al. (18). H& uma diversidade genética dos isolados na comunidade e a resisténcia pode
surgir independentemente da relacdo clonal. Porém Solberg et al. (2006) observaram que 0s
isolados de E. coli identificados como grupo clonal A resistentes a SMT podem ter adquirido
resisténcia em situacdo anterior a transmissdao na comunidade (21).

A comparacao das variaveis clinicas das pacientes portadoras de linhagens pertencentes
aos grupos clonais com as pacientes portadoras de linhagens ndo pertencentes aos grupos
clonais ndo revelou diferencas estatisticamente significante (Tabela 2). Portanto nédo foi
possivel caracterizar situacdes clinicas ou comportamentais das pacientes entre 0s grupos
clonais. Contudo cabe salientar que mais isolados clinicos devam ser analisados para
comprovar a auséncia de relacdo entre os grupos clonais e as pacientes. Outra situacdo
relevante que deve ser averiguada refere-se as pacientes com episodios repetidos de ITU,
buscando caracterizar genotipicamente se as cepas causadoras destes episodios sdo as mesmas
ou se ocorreu uma nova infeccao.

Concluiu-se que o perfil de resisténcia da E. coli aos antibidticos mais utilizados
mostrou uma prevaléncia de resisténcia elevada a SMT (22%). Sugere-se que a melhor opcéo
para o tratamento empirico inicial para infeccdo urinaria ndo complicada deve ser com a
nitrofurnatoina. A andlise genotipica dos isolados revelou a inexisténcia de caracteristicas
especificas entre 0s grupos clonais.
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Figura 1 - Perfil de resisténcia dos isolados de E. coli analisados.
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Figura 3 - Visualizacdo da ERIC-PCR em gel de agarose 1,5% que permite observar
isolados clones: isolados 38, 43 e 45 pertencentes ao grupo clonal G, isolados
39 e 40 grupo clonal I e isolados 41 e 46 ao grupo clonal Cc.
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Figura 4 - Dendrograma de 60 isolados obtidos através da analise computacional.



Tabela 1 - Dados clinicos, conforme resultado de genotipagem.

Dados Clinicos Grurﬁ) c;%onal Gruponl\l:é§5CIonal Valor p

Menos que 3 episddios de ITU 18 (64,3%) 18 (52,9%) 0,52
Mais que 3 episodios de ITU 10 (35,7%) 16 (47,1%) 0,52
ITU na infancia 2 (7,40%) 4 (11,4%) 0,68
ITU na adolescéncia 2 (7,40%) 4 (11,4%) 0,68
ITU adulto 24 (88,8%) 26 (74,3%) 0,71
Atividade sexual 23 (85,25) 27 (77,15) 0,63
Doenga Renal 9 (33,35) 9 (25,75) 0,7
Disuria 14 (51,9%) 19 (54,3%) 1

Freqliéncia urinaria 14 (51,9%) 17 (48,6%) 1

Dor lombar 6 (22,2%) 9 (25,7%) 0,98
Febre 3(11,1%) 8 (22,9%) 0,32
Odor forte 10 (37,0%) 10 (28,6%) 0,66
Dor pélvica 7 (25,9%) 6 (17,1%) 0,59
Hospitalizacdo prévia 5 (18,5%) 6 (17,1%) 1

Uso prévio de antibiotico 9 (33,3%) 11 (31,4%) 1

Diabetes 1(3,7%) 4 (11,4%) 0,37

Animal de estimacgéo 15 (55,6%) 25 (71,4%) 0,28



Tabela 2 - Apresenta os grupos clonais, a quantidade de isolados e 0s niumeros de identificacédo

dos isolados (n = 29).

Grupo Clonal  N° de isolados (%0)* N° correspondentes
D 2(7) 4e34
E 2(7) 5e6
F 2(7) 7e8
G 12 (41) 9, 55, 56, 57, 58, 38, 42, 43, 45, 29, 20 e 22
| 5(17) 39, 40,21, 25e 11
X 2(7) 31e32
Cc 2(7) 41e 46
Hh 2(7) 54 ¢ 60

* Percentual calculado sobre o nimero de isolados em grupo clonal.
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